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^ (57) ZusammeoCassung: Die Erfindung beinhaltet ein ^Miahren, bei dem durch die separate oder gemeinsame Verabreichung und 
2 Wirkung von Enzynunihibitoren der Alanyl-Aminopeptidase (APN) und der Dipeptidylpeptidase IV pP IV) bzw. von Enzymen 
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Verwendung von Enzyminhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (EC 3.4.14,S.) sowie der 
Aminopeptidase N (EC3.4.11.2), einzeln Oder in Kombination, nnd pharmazeutischen 
Zubereitungen daraus zur Pravention und/oder Therapie Ischamie-bedingter akuter 
and dironischer neurodegenerativer Prozesse und Erkrankungen. 



Beschreibung: 

Die Erfindung beschreibt die Venninderung IschSmie-bedingter cerebraler 
SchadigungspiDzesses durch die Hemmung der enzymatischea AktivitSten von 
Aminopeptidase N (APN, EC3.4.11.2, CD13) imd/oder Dipeptidylpeptidase IV (DP IV, EC 
3.4.14.5, CD26) bzw. von Enzymen gleicha: oder Sbnlicher Substratspezifitat. Bin 
neuroprotektiver Effekt wird sowobl durch eine kombinierte als auch die separate Applikation 
jeweils spezifischer Inhibitoren dieser Enzyme auf der Basis von Aminosaurederivaten, 
Peptiden oder Peptidderivalen erzielt 
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Als IschSmie wird die Untabrechimg der Blutversorgung von Zellen, Gewebea oder Organen 
bezeichneL Diese Situation ist insbesondere dann kritisch, wenn eine kontinuierliche 
Versorgung mit SauerstofF und/oder NShrstofifen (zJ3. Glucose) notwendig ist Dies gilt 
insbesondere ftlr das zentrale Nervensystem (ZNS), da gerade Nervenzellen extrem 
empSndiich auf dne Unterbrechung der Sauerstoff- und Glucoseversorgung reagieren. Bereits 
eine kuizzeitige Ischamie, z.B. in&lge eines Schlaganfalls oder eines Hetzinfarids, fuhrt zum 
neuronalen Zelltod in dm betrofifenen Himarealen. Cerd)rale Ischamie ist in den modemen 
Ihdustriestaaten die hSufigste Ursache fOr MortaUtSt und iivaliditat So betiSgt die jShrHche 
Ihzidenzrate des Sdilaganfells in Deutschlaud ca. 400/100.000 Einwohner. 

Die zellularen Mechanismen Ischamie-bedingter SchSdigungsprozesse sind vielschichtig und 
in ihrer Komplexizitat bisher nur ungenflgend verstanden. Daher sind Mafinahmen zur 
Pravention und Therapie problematisch pimagl U, ladecola C, Moskowitz MA (1999) 
Pathobiology of ischaemic stroke: an integrated view. Treads Neurosci 22:391-39]. 

Es ist bdcannt, dafi im Prozess der Aktivierung und klonalen Expansion von Immunzellen, 
insbesondere von T-Lyniphozyten, membranstSndige Peptidasen wie DP IV oder APN eine 
SchltisselroUe spielen [Fleischer B: CD26 a surface protease involved in T-cell activation. 
Immunology Today 1994; 15:180-184; Lendeckel U et al.: Role of alanyl aminopeptidase in 
growth and function of human T cells. Intemational Journal of Molecular Medicine 1999; 
4:17-27; Riemann D et al.: CD13 - not just a maricer in leukemia typing. Immunology Today 
1999; 20:83-88]. Verschiedene Funktionen mitogen-stimulieiter mononuklearer Zellen 
(MNZ) Oder angereicherter T-Lymphozyten wie DNS-Synthese, Produktion und Sekretion 
von inmwnstimuUerenden Zytokinen (IL-2, IL-6, IL-12, IFN-y) und Helferfunktionen fiir B- 
Zellen (IgG- und IgM-Synthese) kSnnen in Gegenwart von spezifischen Inhibitoren der DP IV 
und der APN gehemmt werden [SchSn E et al.: The dipeptidyl peptidase IV, a membrane 
enzyme involved in the proliferation of T lymphocytes. Biomed. Biochim. Acta 1985; 2: K9- 
K15; Sch6n E et al.: The role of dipeptidyl peptidase IV m human T lymphocyte activation. 
Inhibitors and antibodies against dipeptidyl peptidase IV suppress lymphocyte proliferation 
and immunoglobulin synthesis in vitro. Eur. J. hnmunol. 1987; 17: 1821-1826; Reinhold D et 
al.: Inhibitors of dipeptidyl pqjtidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in 
PWM-stimulated PBMNC and T cells. Immunology 1997; 91: 354-360; Lendeckel U et al. : 
Induction of the membrane alanyl aminopeptidase gene and suifiice expression in human T- 
cells by mitogenic activation. Biochem. J. 1996; 319: 817-823; KShne T et al.: Dipqrtidyl 
peptidase IV: A cell surface peptidase involved in regulating T ceU growth (Review). Lit. J. 
Mol. Med. 1999; 4: 3-15; Lendeckel U et al.: Role of alanyl aminopeptidase in giowfli and 
function of human T cells (Review). Int. J. Mol. Med. 1999; 4: 17-27]. 
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Ibneihalb des ZNS sind DP TV und APN auf VCTschiedenen Zelltypea md Arealen lokalisiert 
(siehe unten). Ktlrzlich koxmte dne intrazellular im Cytosol lokalisierte DP IV nachgewiesen 
werden [Gilmartin L und O'Cuim G: Neurosci Res 1999; 34: 1-11]. MogEcherweise ist 
dieses Enzym identisch mit dem von uns erstmals in hippocampalen PyramidenzeUen 
marki^en Protein (Abb. 1, Fluoreszenzaufnahme Hippocampus, I-63/Fluoreszein markiert). 
Ihsbesondere diese Nervenzellen sind fOr ihre herausrausgende Bedeutung fOr Lem- und 
Gedachtnisprozesse [Bliss TVP, Collingridge GL (1993) A synaptic model of memory: long- 
temi potentiation in the hippocampus. Nature 361:31-39] sowie fiir ihre ausgesprochene 
SensitivitSt gegenilber ischSmischen Ereignissen bekannt [Striggow F, Riek M, Breder J, 
Henrich-Noack P, R^mann KG, Reiser G (2000) The protease thrombin is an endogenous 
mediator of hippocampal neuroprotection against ischemia at low concentrations but causes 
degeneration at high concentrations. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 97:2264-2269]. 

Periphere LxmiunzeUen, beispielsweise T-Zellen, sind normalerweise nicht im ZNS 
vorhanden. Sie kdnnen jedoch in pathologischen Situationen dahin eindringen, insbesondere 
dann, wenn die Blut/Himschranke durchlSssig wird. Genau diese Situation ist bei einer 
cerebralen IschSmie gegeben [Fischer S, Clauss Wiesnet Renz D, Schaper W, 
Karliczek GF (1999) Hypoxia induces permeability in brain microvessel endothelial cells via 
VEGF and NO. Am J Physiol 276:C812-C820]. Die APN ist zudem eine wesentliche 
Komponente der Zellmembran von Perizyten. Speziell auf Perizyten bestimmen Expression 
und Aktivitat der APN maBgeblich die Funktionalitat der Blut-Him-Schranke und 
Beeintrachtigungen der Funktionalitat der Blut-Him-Schranke gehen mit verSnderter 
Expression der APN einher [Kunz J et al.: JNeurochem. 1994; 62: 2375-2386; Kunz J et al/. J 
NeuroimmunoL 1995; 59: 41-55; Ramsauer M et al.: J Cereb Blood Flow Metab 1998; 18: 
1270-1281; Alliot F et al.: J Neuroscience Research 1999; 58: 367-378]. 

Sowohl die Dipeptid}ipeptidase IV (DPIV) als auch die Alanyl-Aminopeptidase (APN) 
werden in verschiedenen Arealen des Gehims exprimiert. LSsliche und Membiangebundene 
DPIV wurde im Rattenhim nachgewiesen [Alba F et aL: Peptides 1995; 16: 325-329]. Ebenso 
konnte DPIV im Zytosol des Meerschweinchenhiins nachgewiesen werden [Gilmartin L und 
O'Cuinn G: Neurosci Res 1999; 34: 1-11]. Neben dem gut dokumentierten Vorkommen von 
DPIV auf dem Endothel von MikrogefaBen des Hims, wurde das Enzym auf Schwann-Zell- 
Membranen an deren Kontaktstellen zu Axonen sensorischer Nervenendigungen in 
verschiedenen Saugetieren [Dubovy P und Malinovsky L: Histochemical J 1984; 16: 473-475] 
sowie an d^ Luminalmembian von Ependymalzellen in den Ventrikeln und dem zentralen 
Kanal des Rtickenmarks [Bourne et al.: Biochem J 1989; 259: 69-80] lokalisiert DPIV wurde 
desweiteren eindeutig auf dem Endothel der Mikrovaskulatur des Schweinehims 
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nachgewiesen sowie dort auch auf Zellendes Striatums [Bames K et al.: Eur J Neuiosci 1994; 
6: 531-537]- 

Die Expression von APN im ZNS erfolgt auf einer breiteren zellularen und r^umlichen Basis. 
Die neuronalen ZellMen H4 und SK-N-SH, die Oligodendrozyten-Linie M03.13 sowie die 
Astrozytenlinien GI^15, U-87 MG und U-373 MG zeichnen sich durch 
Oberflachenexpression von APN aus [Lachance C et al.: J Virology 1998; 72: 6511-6519], 
Diese APN-Oberfiachenexpression ist oflfenbar far den Neurotropismus des humanen 
Coronavirus 229E verantwortlich [Lachance C et al.: J Virology 1998; 72: 6511-6519). Nd)en 
der Ejqiression auf GefdBendothel findet sich APN auf Astroglia-Zellen und Perizyten [Bames 
K et al.: Eur J Neurosd 1994; 6: 531-537]. 

Vor dem Hintergrund, daB Inhibitoren der APN und der DPIV nachweislich die Produktion 
imd Freisetzung des immunosuppressiven Zytokins ^transforming growth factor-Bl" (TGF- 
Bl) aus hnmunzellen bewirken [Reinhold D et al.: Immunology 1997; 91: 354-360; Ladeckel 
U et al. Iht J Molecular Medicine 1999; 4: 17-27; Kahne T. et al.: Iht J Molecular Medicine 
1999; 4: 1-15] ist die Tatsache bemeikenswert, daB dem TGF-Bl oflfenbar groBe Bedeutung 
bei der Begrenzung von Schadigungen des ZNS zukommt. Diese eindeutig neuroprotektiven 
Funktionen des TGF-Bl konnten bei isch&nischai oder exzitotoxischen Lflsionen sowie nach 
Neurotrauma nachgewiesen werden [Ruocco A et al.: Cereb Blood Flow Metab 1999; 19: 
1345-1353; Yamashita K et al.: Brain Res 1999; 836: 139-145; Docagne F et al.: FASEB J 
1999; 13: 1315-1324; Morganti-Kossmann MC et al/. J Neurotrauma 1999; 16: 617-628; Ho 
TW et al.: Exp Neurol 2000; 161: 664-675; Henrich-Noack P et al.: Stroke 1996, 27: 1609- 
1615; LehrmannEetal.: Exp Neurol 1995; 131: 114-123; KnuckeyNWetaL: Brain Res Mol 
Brain Res 1996; 40: 1-14; Zhu Y et al.: Brain Res 2000; 866: 286-298]. TGF-Bl wird im 
gesamten Gehim exprimiert, vergleichsweise h5her am Ort von SchSdigungen, wobei 
vorwiegend Astrozyten und Mikroglia-Zellen TGF-Bl produzieren und freisetzen [CKeefe 
GM et al.: Eur J Immunol 1999; 29: 1275-1285; Docagne F et al.: FASEB J. 1999; 13: 1315- 
1324]. 

Der hier beschriebenen Erfindung liegt der iiberraschende Befiind zugrunde, dafl die 
kombinierte und separate Wirkun^ von Enzyminhibitoren der DP IV (EC 3.4.14.5.) sowie 
der APN (EC3.4.1 1.2) das Oberleben neuronaler Zellen in kultivierten ffippocampusschnitten 
(prSpariert aus juvenilen Rattenhimen) nach Ischamie signifikant verbessert Dies war bisher 
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nicht bekaunt Unsere Erfindung zeigt daher, daB die kombinierte oder gleichzeitige 
Verabreichung oben genaimter Inhibitoren bzw. entsprechender Zubereitimgen imd 
Darreichungsfonnea daraus zur Pritvention und/oder Ther^ie IschSnoie-iiiduzieirter cerebraler 
Schadigimgspiozesse geeignet ist. 

Bisherige Untersuchuagen in unserm Labors zdgten, dafi die DNS-Syalhese \md Proliferation 
humano: Trnmunzellen, beispielsweise von peripheien mononukleMren Zellen (MNZ) oder T- 
Lymphozyten durch die simultane und separate Administration von Lihibitoren der DP IV 
(z.B. Lys[Z(N02)]-thiazolidid = 149) und der APN (z3. Actinonin) gehemmt sowie die 
Bildung imd Sekretion von Zytokinen verandert wird [Reinhold D et al.: Inhibitors of 
dipeptidyl peptidase IV induce secretion of transforming growth factor pi in PWM-stimulated 
PBMNC and T cells, hmnnnology 1997; 91: 354-360]. Ob ein antiproliferativer Efifekt von 
DP IV- und APN-Inhibitoren auch der bier beschriebenen neuroprotektiven Wiikung beider 
Substanzklassen zugrunde liegt, verbleibt noch unklar, ist aber wahrscheinlich. 

Die ^plikation von Bnzyminhibitoren der DPIV und/oder der APN stellt bei den genannten 
Erkrankungen eine neuartige Mefhode und ergSnzende Therapieform dar. Die 
^£ndungsgemSB ^plizierten Inhibitoren der DP IV und der APN kOimen in phamazeutisch 
anwendbaren Formulierungskomplexen als Inhibitoren, Substrate, Pseudosubstiate, 
inhibitorisch wirkende Peptide und Peptidderivate sowie als Antikfirper dieses Enzyms zur 
Anwendung kommen. Bevorzugte Effektoren sind beispielsweise fttr die DP IV Xaa-Pro- 
Dipeptide, entsprechende Derivate, vorzugsweise Dipeptidphosphonsaurediarylester xmd 
deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (n=0-10), entsprechende Derivate und deren 
Salze bzw. AminosSure (Xaa)-ainide, entsprechende Derivate und deren Salze, wobd Xaa 
eine a-Anunos£ure^bninosaure bzw. ein a-AminosSuiederivat/Iminos£lurederivat, 

vorzugsweise N^-4-lCtrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-Prolin, I^-Tryptophan, L^Isoleucin, L- 
Valin ist und als Aniidstruktur cyclische Amine, z3. Pyrrolidin, Piperidin, Tbiazolidin und 
deren Derivate. Derartige Verbindungen und deren Herstellung wurden in dnem frOheren 
Patent beschrieben (K. Neubert et al. DD296075A5). Bevorzugte Inhibitoren &t die Alanyl- 
Anxinopq)tidase sind Bestatin (Ubenimex), Actinonin, Probestin, Phebestin, KB3014 oder 
Leuhistin. 

Die lohibitoren werden simultan oder einzeln mit bekannten Tragerstofifen verabreicht. Die 
Verabreichung erfolgt einerseits als topische Applikation in Form von z.B. Cremes, Salben, 
Pasten, Gelen, Losungen, Sprays, Liposomen, Schtittehnixturen, Hydrokolloidverbanden bzw. 
anderen dermatologischen GrundlagenA^ehikeln einschUeBUch instilativer Applikation und 
andererseits als systemische Applikation zur oralen, transdermalen, intravenSsen, subcutanen. 
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intracutanen, intramuskulSren Anweadung in geeigneten R^eptuiea bzw. in geeigaeter 
Galenik. 

Aasfiihrungsbeispiele 
Beispiel 1 

Neuronale Lokalisation von DP IV (oder eines DP rV-ahnlichen Enzyms) im 
Hippocampus (siehe Abb. 1, Seite 1/5) 

Beispiel 2 

Neuroprotektive Wirkung gegen experimentelle Isch^mie durch Inkubation mit 
synthetischen Inhibitoren der DP IV und der APN (siehe Abb. 2, Seite 2/5) 

Qrganotypische Hippocampuschnitte wurden entsprechend Striggow F et al. [Striggow F, 
Riek M, Breder J, Heorich-Noack P, Reymann KG, Reiser G (2000) The protease thrombin is 
an endogenous mediator of hippocampal neuroprotection against ischemia at low 
concentrations but causes degaieration at high concentrations. Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 
97:2264-2269] prSpariert und kuWviert Nach 12 Tagen in Kultur wuiden wurde erne 
cerebrale Ischamie experimentell durch einen 40 miniitigen SauerstofF- und Glucoseentzug 
simuhert. Dazu wurde vorabergehend Glucose (10 mM) im Mediimi durch Mannitol (10 mM) 
ersetzt sowie mit 95 % N2 / 5 % CO2 statt mit 95 % O2 / 5 % CO2 begast. Nach weiteren 24 h 
unter normalen Kulturbedingungen wurden alle Schnitte fur Ih mit Propidiumjodid (PI) 
inkubiert. PI dringt nur in solche Zellen ein, deren Zelhnembran geschSdigt ist [Macklis JD, 
Madison RD (1990) Progressive incorporation of propidium iodide in cultured mouse neurons 
correlates with declining electrophysiological status: a fluorescence scale of membrane 
integrety. J. Neurosci. Methods 31:43-46]. Erst dami kommt es zur charakteristischen loten 
Fluoreszenz, deren Intensitat sich proportional zur neuronalen ZellschSdigung verhSlt Die 
Fluoreszenzbilder wurde mit Hilfe eines inversen Fluoreszenzmikroskqpes (Nikon Diaphot, 
4x Objektiv) und dner CCD Kamera (Visitron Systems) aufgenommen und anschliefiend 
ausgewertet (Nikon, Lucia M Software-Paket), 

Beispiel 3 

Protektiver Eflekt eines DP IV-Inhibitors in der Abwesenheit von Hemmstoffen der 
APN (siehe Abb. 3, Seite 4/5) 

Beispiel 4 

Protektiver Effekt eines APN-Inhibitors in der Abwesenheit vom Hemmstoffen der DP 
IV (siehe Abb. 4, Seite 5/5) 
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Patentansprflche 

1 . VCTwendimg von Ihhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) sowie von Enzymen mit 
gleicher bzw. ahnlicher Substratspezifitat (DP IV-analoge Enzymaktivit&t) separat oder in 
jeglicher Konabination mit Inhibitoren der Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, 
APN) bzw. Enzymen gleicher bzw. ahnlicher Substratspezifitat (APN-analoge 
Enzymaktivitat) zur Pi^vention und Therapie JschSmie-induzierter SchSdigtmgen im 
zentralen Nervensystem, unabhangig davon, ob es sich um akute oder chronische Prozesse 
imd imabhSngig davon. ob es sich um Anwendungen am Menschen oder am Tier handelt 

2. Verwendung nach Anspruch 1, worin die Inhibitoren der DP IV bevorzugt Xaa-Pro- 
Dipeptide (Xaa ~ a-AminosSure bzw. seitenkettengeschiitztes Derivat), entsprechende 
Derivate, vorzugsweise Dipq>tid^hosphonsaurediarylester, DipeptidboronsSuren (z3. Pro- 
boro-Pro) und deren Salze, Xaa-Xaa-(Trp)-Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-AminosSure, n=0- 
10), entsprechende Derivate und deren Salze bzw. AminosSure CXaa)-amide, entsprechende 
Derivate und deren Salze sind, wobei Xaa eine a-Aminosaure bzw. ein 
seitenkettengeschiitztes Derivat, vorzugsweise N^-4-Nitrobenzyloxycarbon^-L-Lysin, L- 
Prolin, L-Tryptophan, I^Isoleucin, I^Valin ist und als Amidstruktur cyclische Amine, zJB. 
Pyrrolidin, Piperidin, Thiazolidin und deren Derivate fungieren. 

3. Verwendung nach Anspruch 1, worin Aminosaureamide, zJ3. N^-4-Nitrobenzyloxy- 
carbonyl-L-Lysin-thiazolidid, -pyrrolidid und -piperidid sowie das entsprechende 2- 
Cyanothiazolidid-, 2-CyanopyTrolidid- imd 2-Cyanopiperididderivat bevorzugt als DP IV- 
Inhibitoren eingesetzt werden. 

4. Verwendung nach Anspruch 1, wobei als Inhibitoren der APN bevorzugt Actinoin, 
Bestatin, Leuhistin, Phebestin, Amastatin, Piobestin, fi-Aminothiole, a- 
AminophosphinsSuren, a-Aminophosphins&urederivate, vorzugsweise D-Phe-y[PO(OH)- 
CH2]-Phe-Phe und deren Salze fungieren. 

5. Verwendung von Inhibitoren oder Inhibitorkombinationen nach einem der Anspriiche 1 
bis 4 zur Vorbeugung und Therapie von IschMmie-bedingten cerebralen SchSdigimgen, 
vorzugsweise nach ischSmischem oder hamorrhagischem Schlaganfall, nach 
Schadel/Hirn-Trauma, nach Herzstillstand, nach Herzinfarkt oder als Folge von 
herzchirurgischen Eingriffen (z.B. Bypassoperationen). 
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6. Phannazeutische Zubereitungen. umfassend Inhibitoren der Dipeptidylpeptidase IV (DP 
IV) Oder DP IV-analoger Enzymaktivitat in Kombination mit Inhibitoren eines der 
Enzyme Alanyl-Aminopeptidase (Aminopeptidase N, APN) bzw. Enzyme gleicher bzw. 
ahnJicher Substratspezifitat (APN-analoge Enzymaktivitat) und in Kombination mit an 
sich bekannten TrSger-, Zusatz- und/oder HilfestofFen. 

7. Phamaazeutische Zubereitung nach Anspruch 6, umfassend als Inhibitoren der DP IV 
bevorzugt Xaa-Pro-Dipeptide (Xaa = a-AminosSure bzw. seitenkettengeschfltzte 
Derivate), entsprechende Derivate, voizugsweise Dipeptidphosphon-sanrediaiylester und 
deren Salze, Xaa-Xaar(Tip).Pro-(Xaa)n-Peptide (Xaa = a-Aminosiuren, n=O-10), 
ent^rechende Deri-vate und deren Salze bzw. Aminosaure pCaa)-amide, entsprecbead^ 
Derivate und deren Salze, wobei Xaa eine a-AminosSure bzw. sdtenkettengeschtltztes 
Derivat, vorzugsweise N^-4-Nitrobenzyloxycarbonyl-L-Lysin, L-Prolin, L-Tryptophan, L- 
Isoleucin, L-Valin ist und als Amldstruktur cyclische Amine, z.B. PyrroUdin. Piperidin, 
Thiazolidin und deren Derivate fimgieren. 

8. Phamiazeutische Zubereitung nach Anspruch 6, umfessend als hihibitoren der DP IV 
vorzugsweise AminosSureamide. zJB. N^-4-Nitrobenzyloxy-carbonyI-I^Lysin-thiazoUdid, 
-pyrrolidid und -piperidid sowie das oitsprechende 2-CyanothiazoUdid-, 2- 
CyanopyiTolidid- und 2-Cyanopiperididderivat. 

9. Phaimazeutische Zubereitung nach Anspruch 6 umfassend als hihibitoren der APN, 
vorzugsweise Actinoin, Leuhistin, Phebestin, Amastin, Probestin, B-Aminothiole, a- 
Aminophosphinsauren, a-Aminophosphinsaurederivate, bevoizugt D-Phe-y[PO(OH>- 
CHJ-Phe-Phe und deren Salze als APN-lhhibitoren fungieien. 

10. Phannazeutische Zubereitung nach emem der Ansprilche 6 bis 9, umfassend zwd oder 
mehrere der Inhibitoren der DP IV bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat, der APN bzw. 
APN-analoger Enzymaktivitat in raumUch getreraiter FonnuUerung in Kombination mit an 
sich bekannten TrSger-, Hilfe- und/oder Zusatzsto£fen zur gleichzeitigen oder zeitUch 
unmittelbar aufeinanderfolgenden Verabreichung mit dem Ziel einer gemeinsamen 
Wirkung. 

1 1. Phannazeutische Zubereitung gemaB Ansprflche 6 bis 10 fiir die systemische Anwendung 
zur oralen, transdennalen, intravenfisen, subcutanen, intracutanen, intramuskulMren, 
rektalen, vaginalen, sublingualen Apphkation zusammen mit an sich bekannten TrSger-, 
Hilfs- und/oder Zusatzstoffen. 
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12. Phaimazeutische Zubereitung gemSB Ansprllche 6 bis 10 fur die topische Anwendung in 
Fona von z.6. Cremes, Salben, Fasten, Gelen, Losungen, Sprays, Liposomen, 
Schuttelxnixturen, HydrokoUoidverbanden bzw. anderen dennatologischen Gmndlagen/ 
Vehikeln, einschliefilich instilativer Applikation. 
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Abb. lA und IB: 

Koiifokale Fluoreszenzaufnahme eines Hippocampusschnittes nach Beladung mit einem 
irreversiblen und fluoreszenzmarkierten DP IV-Inhibitor (Seite 1/5), 
Hippocampusschnitte wurden mit dnem 163/Fluoreszein-Konjugat (10 ^xM) fur 60 min 
ijikubiert. WShrend dieser Zeit bindet 163-Fluoreszein iireversibel an DP IV, wodurch dieses 
Enzym fluorezensmarkiert wird. AnschlieBend wurden die Schnitte 3x ftlr 20 min mit 
Phosphatpufifer gewaschen, urn nicht gebimdenen Inhibitor (inklusive Fluoreszenz) zu 
entfemen. DPIV-positive Neurone waren aBschlieflend in alien CA Regionen des 
Hippocampus sowie in der Area dentata zu erkennen. Abb. A zeigt DPIV-Mariderung in der 
CAl, CA2 und CA3 Region eines hippocampalen Schnittes. In Abb. B sind DPIV-positive 
Pyramidenzellen inneAalb der CAl Region dargestellt. Beide Fluoreszenzbilder wurden mit 
einan konfokalen Laserscanmikroskop GZeiss LSM 510, Objektive lOx (A) oder 20x (B)) 
aufgenonmira. 
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zu Abb. 2 A-E: 

Protektiver Effekt von Inhibitoren der DP IV (163) und der APN (Actinonin) auf das 
t)berleben hippocampaler Neurone nach transientem Sauerstoff- und GHncoseentzug 
(Seite 2/5). Abgebildet sind die Transmissions- (links) vmd Fluoreszenzaufiiahmen (rechts) 
von Hippocampusschnitten 24 h nach experimenteller IschSmie. Die Ihtensitat der loten 
Fluoreszenz entspricht der neiironalen Zellschadigung (B, D). Die in Abb. 2A und 2B 
daigestellta Schnitte wurden einem 40 miniitigem Sauerstoff- und Glucoseentzug in der 
Abwesenheit von DP IV- odex APN-lnhibitorBn ausgestzt Dagegen wurden die in Abb. 2C 
und 2D daigestellten Schnitte 24 h vor, wahiwid und 24 h nadi der Ischamie mit 163 (1 \iM, 
DP rV-lnhfl)itor) und Actinonin (lOpM, APN-lhhibitor) inkubiert. Die Auswertung von n = 8 
Experimenten mit jeweils mindestens 10 Schnitten/Kondition ist in Abb. 2E gezdgt. 
Dargestellt sind die Mittelwerte ± SEM. Der piotektive Efifekt bei gleichzeitiger ^likation 
von 163 und Actinomn ist signifikant (P = 0,0000, berechnet mittels zweiseitigem, 
heteroskedastischem t-Test) und betrSgt etwa 62 %. 
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Abb. 3: 

Effdct von Inhibitoreii der DP IV (163) auf das t}berlebeii hippocampaler Neurone nach 
transientem Saaerstoff- and Glucoseentzug. Die Bxperunente wtirden wie in Abb. 2 
beschrieben duichgefiibrt, mit der einzigen Ausnahme, dafi ausschlieBHch 163 (1 DP IV- 
Inhibitor) 24 h vor, wahrend und 24 h nach der Ischamie appliziert wurde. Daigestellt sind die 
Mittelwerte ± SEM ennittelt aus n = 4 E3q)erimenten. Der protektive Effekt ist signifikant (P 
= 0,0035, berecbnet mittels zweiseitigem, heteroskedastischem t-Test) und betr^gt etwa 53 %. 
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Abb. 4: 

Wirkpng von APN-Inhibitoren (Acttaonin) auf das t)berleben hippocampaler Neurone 
nach transienter experimenteUer Ischamie. Die Experimente wurden wie in Abb. 2 
beschrieben durchgefahrt, mit der eiuzigen Ausnahme, daB ausschUeBlich Actinonin (10 jiM, 
APN-liihibitor) 24 h vor, wShrend und 24 h nach der Ischamie in das Medium gegeben wuide! 
DargesteUt sind die Mittelwerte ± SEM aus n = 5 Experimenten. Der piotektive Effekt ist 
signifikant (P = 0,0304. berechnet mittels zweiseitigem. heteroskedastischem t-Test) und 
betragtetwa34%. 
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